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Zusammenfassung

Fragestellung:

Das unspezifische Immunsystem wird durch chirurgische Eingriffe an Knochen
und Weichteilen stimuliert. Bisher ist nicht untersucht worden, ob das
unspezifische Immunsystem durch die Implantation bioresorbierbarer Materialien
zur Frakturstabilisierung ebenfalls beeinflusst wird und in welcher Weise dies
geschieht. Ziel dieser Studie ist es, diesen Einfluss anhand der

Phagozytoseaktivitat bei wachsenden Ratten zu beurteilen.

Methodik:

Insgesamt wurden in der Studie 18 wachsende Ratten prospektiv untersucht.
Diese wurden randomisiert in 3 Gruppen zu je 6 Tieren eingeteilt. In der
Versuchsgruppe B wurden die Tiere operativ mit einem transkortikalen Bohrloch
durch die Mitte des Femurschafts und einem Implantat aus Polyhydroxybutyrat +
3% Zirkonium versorgt. Die Behandlung der Ratten in der Kontrollgruppe C
beschrankte sich auf das transkortikale Bohrloch durch den Femurschaft. Die
Tiere der Shamgruppe S mussten sich keinem Eingriff unterziehen. Die Blutproben
wurden vor der Operation sowie in den ersten 3 postoperativen Wochen
wochentlich abgenommen. Mittels Phagotest® wurde dann die

Phagozytoseaktivitat bestimmt.

Ergebnisse:

Die Ausgangswerte vor der Operation waren in allen 3 Gruppen homogen. Nach
einer Woche zeigte sich eine signifikant niedrigere Phagozytoseaktivitat in den
Gruppen C (56%) und B (41,1%) im Vergleich zur Gruppe S (68,5%), wobei die
niedrigsten Werte in der Gruppe mit einem bioresorbierbaren Implantat beobachtet
wurden. Nach zwei Wochen stiegen die Werte der Gruppen C (79%) und B
(69,3%) signifikant Uber die Werte der Gruppe S (60,8%) an. Zwischen Gruppe C
und Gruppe B zeigten sich im gesamten Verlauf keine statistisch signifikanten
Unterschiede. Nach 3 Wochen glichen sich die Werte in allen drei Gruppen wieder
aneinander an. In der Sham-Gruppe fand sich wahrend des gesamten Zeitraums

keine signifikante Veranderung der Phagozytoseaktivitat.



Schlussfolgerungen:

Operationsbedingtes Weichteiltrauma und kndcherne Verletzung, aber auch das
Material des bioresorbierbaren Implantats beeinflussen in den ersten
postoperativen Wochen das unspezifische Immunsystem. Dieser Einfluss kann
anhand der Phagozytoseaktivitat quantifiziert werden. Da sich die Werte der
Gruppen C und B im gesamten Studienverlauf nicht signifikant voneinander
unterscheiden, schlieRen wir daraus, dass PHB keine zuséatzliche
Beeintrachtigung fur das Immunsystem darstellt und daher ein geeignetes

bioresorbierbares Implantatmaterial ist.
Schliisselwérter:

Phagozytoseaktivitat, wachsende Ratte, Bioresorbierbare Implantate,

Immunsystem
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Abstract
Introduction:

Besides trauma done to bones and soft-tissues during surgery, it must be
assumed that also degradable biomaterials implanted for fracture fixation have an
impact on the function of immune cells. The aim of this study is to evaluate the
influence of degradable biomaterials implanted into the femur of growing rats on

the innate immune system.

Methods:

18 growing rats were examined in this prospective study. They were randomly
divided into 3 groups with 6 rats each. Animals in the experimental group B
recieved a transcortical drill-hole through the right femoral shaft and a
bioresorbable implant made out of Polyhydroxybutyrate + 3% Zirconium. The
treatment of the rodents in controll group C was limited to the transcortical drill-
hole. The animals in sham-group S did not undergo any surgical procedure. Blood
samples were taken before surgery and weekly for the first 3 postoperative weeks.

Phagocytic activity was evaluated with Phagotest ®.

Results:

Before surgery the values of phagocytic activity of all 3 groups were similar to
each other. One week after surgery a significant decrease of phagocytic activity
appeared in group C and B compared with group S, whereas lowest levels were
observed in the group with implants. After two weeks the values of group B and C
increased significantly above the level of group S. Between group C and group B
we recognized no significant differences during the whole study. After three weeks
the phagocytic activity levels of all groups were approaching again. No significant
change in phagocytic activity appeared in group S during the whole experimental

period.

Conclusion:
Soft-tissue trauma due to surgery and bone lesions but also biodegradable implant
materials influence the innate immune system during the first postoperative weeks.

This influence could be quantified using phagocytic activity. Due to the fact that

Vil



there is no significant difference between the values of group C and group B, we
conclude that PHB does not affect the immune system additionally and is therefore

a suitable material for biodegradable implant application.

Key words:
Phagocytic activity, growing rat, bioresorbable implants, immune system
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1 EINLEITUNG

Der Bedarf an Implantaten fur Osteosynthesen in der Kindertraumatologie steigt
stetig (1). Grunde dafur sind sowohl die bessere Moglichkeit zur
kinderspezifischen medizinischen Versorgung als auch der positive Einfluss auf
soziookonomische Faktoren durch schnellere Rehabilitation und Schul-/
Arbeitsfahigkeit. Die operative Frakturbehandlung im Kindesalter stellt allerdings
neben physischer und psychischer Belastung des jungen Patienten und seiner
Eltern auch flr den behandelnden Arzt eine Herausforderung dar. Das wachsende
Skelett unterliegt einem stetigen Wandel, dessen Mechanismen nicht vollstandig
geklart sind. Stérungen des Knochenwachstums durch Traumata konnen zu
Wachstumsstorungen mit bleibenden Deformitaten fuhren. Die ungestorte
Entwicklung des kindlichen Bewegungsapparates steht im Vordergrund, um spater
moglichen Einschrankungen durch Fehlstellungen und eventuell weiteren
Korrekturoperationen vorzubeugen. Die Entwicklung spezieller Implantate fir
Kinder und geeigneter Zugange zum schonenden Einbringen dieser, hat vor allem
dazu gefuhrt, dass sich der Krankenhausaufenthalt der Patienten erheblich
verkurzt. Ziel der kinderspezifischen Behandlung muss daher sein, mit moglichst
geringem Aufwand den groltmdglichen Erfolg und damit eine rasche
Regeneration zu erzielen. Das heif3t moglichst wenig Operationen und Narkosen,
mdglichst wenig Stérungen des Heilungsprozesses und Reduktion der mdglichen
Komplikationen. Neben den medizinischen Vorteilen fuhrt dieses Vorgehen
schlieBlich auch zu einem soziodkonomischen Benefit durch kurze stationare
Aufenthalte und schnelle Wiedereingliederung in das gewohnte Umfeld, wobei
Fehlzeiten in der Schule genauso reduziert werden kdnnen wie der Arbeitsausfall
betreuender Elternteile (2). In den vergangen Jahren hat sich die Verwendung
bioresorbierbarer Implantate in unterschiedlichen Fachbereichen der Medizin mehr
und mehr etabliert (3,4). Bei der Verwendung von bioresorbierbaren Implantaten in
der Kindertraumatologie ware ein Zweiteingriff zur Implantatentfernung, wie bei
metallischen Implantaten ublich, obsolet. Aullerdem zeichnen sich
bioresorbierbare Implantate durch eine hohere Kompatibilitat zum
Frakturheilungsprozess aus (5). Durch den linearen Abbau der Implantate wird die
Belastung langsam auf den Knochen Ubertragen und die natirliche

Knochenheilung unterstitzt. Im besten Fall konnten diese den Heilungsprozess



sogar aktiv anregen. Ausschlaggebend ist in jedem Fall die optimale Anpassung
der Implantatmaterialien an den wachsenden Knochen. Die ideale Kombination
aus Flexibilitat und Stabilitat ist dabei genauso wichtig wie die Minimierung von
Nebenwirkungen wie Entzindungsreaktionen, Heilungsstorungen und Toxizitat.
Die bioresorbierbaren Implantate sollen die Frakturheilung bestmaoglich
unterstitzen und zugleich eine zusatzliche Operation zur Metallentfernung unnétig
machen. Dabei soll das Immunsystem so wenig wie mdglich beeinflusst werden.
Implantate sind immer Fremdkdrper, deren Abbauprodukte vom Organismus
verstoffwechselt werden und |6sen dadurch Immunreaktionen aus. Ziel dieser
Arbeit ist es, den Einfluss von bioresorbierbaren Implantaten aus
Polyhydroxybutyrat (PHB) auf das Immunsystem zu untersuchen. Hierfir wurde
ein spezifischer immunologischer Test im Rattenmodell etabliert. Dieser misst, ob
sich die Aktivitat der Phagozyten nach Implantation eines Pins aus PHB im Blut
der wachsenden Ratte verandert und quantifiziert so die Antwort des

unspezifischen Immunsystems.

2 ANGEBORENES IMMUNSYSTEM

Zur Abwehr von Antigenen wie Krankheitserregern, Giftstoffen oder
Fremdmaterialien, die etwa durch Verletzungen und operative Eingriffe in den
Korper gelangen, macht sich der Organismus zwei eng miteinander in Kontakt
stehende Systeme zu Nutze. Sowohl unspezifische, schnell wirksame, als auch
spezifisch auf die Beschaffenheit der eingedrungenen Substanzen abgestimmte
Vorgange laufen in standiger Wechselwirkung miteinander ab, um die Integritat
des Organismus aufrecht zu erhalten. Dabei steht vor allem die Unterscheidung
zwischen korpereigenen und korperfremden Stoffen im Vordergrund. Das
erworbene Immunsystem hat die Aufgabe, gezielt Fremdstoffe zu bekampfen,
muss aber im Laufe der Entwicklung erst vollstandig ausgebildet werden. Fur
unspezifische Abwehrreaktionen ist das angeborene Immunsystem zustandig.
Dieses ist schon von Geburt an aktiv und funktioniert vorwiegend mittels
Phagozytose (6). Das angeborene Immunsystem stellt die erste Instanz in der
Abwehr von Antigenen dar, wenn diese die als natlrliche Resistenz geltenden

Barrieren des Korpers, wie intakte Haut und Schleimhaute, GUberwunden haben.



Zur Aktivierung ist im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem Kkein
vorhergehender Antigenkontakt nétig. Daher sind die Abwehrmechanismen sofort
einsatzfahig und die Reaktion kann innerhalb kirzester Zeit erfolgen. Eine
Adaptation an bestimmte Antigene und die Bildung eines immunologischen
Gedachtnisses bleiben allerdings aus. Zusatzlich zur Abwehrfunktion hat das
angeborene Immunsystem auch die wichtige Aufgabe, das adaptive Immunsystem
zu aktivieren, wenn dieses bendtigt wird. In den meisten Fallen genugt schon der
Einsatz des angeborenen Immunsystems um die Pathogene zu beseitigen und
einen Krankheitsausbruch zu verhindern (7). Die Zellen des unspezifischen
Immunsystems erkennen Erreger und andere korperfremde Molekile an
bestimmten gruppenspezifischen Oberflachenmerkmalen, den so genannten
,Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs). PAMPs sind zum Beispiel
Lipopolysaccharide (LPS) in der Zellwand Gram-negativer Keime, Peptidoglycane
von Gram-positiven Bakterien oder bakterielle und virale Nukleinsduren. Dadurch
ist die Immunreaktion nicht erregerspezifisch, deckt aber ein breites Spektrum
verschiedener Antigene ab. Zur Erkennung der PAMPs dienen spezielle
keimbahncodierte Rezeptoren an den Effektorzellen des unspezifischen
Immunsystems, die so genannten ,Pattern Recognition Receptors® (PRRs) (8,9).
Zu den zellularen Bestandteilen des angeborenen Immunsystems gehoéren
neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, Monozyten und ihre
ausgereifte Form, die Makrophagen, dendritische Zellen, Mastzellen und
naturliche Killerzellen. Erganzt wird die zellulare Komponente des unspezifischen
Immunsystems durch humorale Stoffe wie Komplementfaktoren, Akute-Phase-
Proteine, Interferone, Lysozym und ahnliche antibakterielle Enzyme, die im
Plasma gelost sind (8,10-14).

2.1 Phagozyten

Phagozyten sind die Fresszellen des unspezifischen Immunsystems (gr. phagein
= fressen, cytos = Zelle). Sie wurden zum ersten Mal 1883 vom russischen
Zoologen llija lljitsch Metchnikow beschrieben. Die Phagozytose ist der alteste
bekannte Abwehrmechanismus und die grundlegende Funktion des angeborenen
Immunsystems (12,14). Phagozyten sind in der Lage, Mikroorganismen und

andere korperfremde Teilchen, die die Epithelbarriere des Organismus
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Uberwunden haben, zu erkennen, in sich aufzunehmen und zu zerstéren (8). Zu
den Phagozyten gehdren Monozyten, deren gewebsstandige Form, die

Makrophagen und neutrophile Granulozyten.

2.1.1 Monozyten

Monozyten zirkulieren im Blut und stellen die Vorstufe der gewebsstandigen
Makrophagen dar. Sie entwickeln sich aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark. Durch Stimulation mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren wie dem Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF) und dem Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF)
differenzieren sie sich von der myeloiden Vorlauferzelle Uber die Vorstufen
Monoblast und Promonozyt zu reifen Monozyten. Nach Auswanderung ins
Gewebe entstehen daraus die Makrophagen (siehe Abbildung 1) (13). Diese
haben durch ihren Sitz im Gewebe als erstes Kontakt zu eingedrungenen
Pathogenen und locken durch Produktion von Chemokinen Monozyten und
neutrophile Granulozyten an den Entzindungsort. Die wichtigsten Funktionen der
Monozyten sind Phagozytose und oxidativer Burst, um Pathogene oder
Gewebereste zu verdauen, Produktion von Entzindungsmediatoren zur

Immunmodulation (v.a. Interleukin (IL)-1p, IL-6, Tumornekrosefaktor (TNF) a) und

Antigenprasentation, um das adaptive Immunsystem zu aktivieren. Damit stellen
die Monozyten ein bedeutendes Bindeglied zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem dar (8). Um die Erkennung und Aufnahme von
Pathogenen in das Zellinnere zu ermdglichen, besitzen Monozyten eine Reihe von
Rezeptoren an der Zelloberflache. Dazu gehdéren der CD14-Rezeptor fur LPS,
Rezeptoren fiur Komplementspaltprodukte (CR1/CD35, CR3/CD11b) und fir
Immunglobulin (Ig) G (CD16, CD32, CD64) (13).

2.1.2 Neutrophile Granulozyten

Neben Monozyten und Makrophagen sind auch die neutrophilen Granulozyten
wichtiger Bestandteil der Phagozytenpopulation. Vergleichbar mit den Monozyten
entstehen sie aus dem gemeinsamen Vorlaufer, der pluripotenten
hamatopoeitschen Stammzelle. Uber die myeloische Vorlduferzelle entwickeln

sich unter dem Einfluss von GM-CSF und Granulocyte Colony-Stimulating Factor
4



(G-CSF) Myeloblasten, neutrophile Promyelozyten und schliel3dlich
ausdifferenzierte neutrophile Granulozyten (siehe Abbildung 1) (13). Im
Zellinneren befinden sich zahlreiche Granula. Die primaren, azurophilen Granula
entsprechen den Lysosomen und enthalten Myeloperoxidase, Lysozym, Elastase,
Cathepsin G, saure Hydrolasen, bakterizide permeabilitdtssteigernde Proteine
(Bactericidal/Permeability Increasing Protein, BPI) und Defensine. Die sekundaren
spezifischen Granula enthalten keine Myeloperoxidase aber neben Lysozym,
alkalischer Phosphatase und membrangebundenem Cytochrom b558 auch
Lactoferrin und Vitamin B12 bindendes Protein (14,15). Daneben existieren
tertiare Gelatinase-Granula. Diese dienen als Speicher fir Metalloproteinasen wie
Gelatinase und Leukolysin (15). Typischerweise haften die Zellen selektinvermittelt
locker an Gefallwanden und rollen an diesen entlang. Von chemotaktischen
Reizen seitens eines Infektionsherdes angelockt, gehen sie Uber Integrine eine
starkere Bindung mit den Endothelzellen der peripheren Gefalle ein und beginnen
die Gefallwand und das Bindegewebe zu durchwandern, um direkt am Ort des
Geschehens mit der Pathogenabwehr zu beginnen (16). Neben Phagozytose und
der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zur Bekampfung von
Pathogenen haben neutrophile Granulozyten auch eine wichtige Vermittlerfunktion
im Immunsystem. Uber verschiedene Zytokine und Mediatoren treten sie in
Kontakt mit Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems und sorgen
damit fur adaquate Bedingungen, um eine Immunreaktion suffizient ablaufen zu

lassen (15).
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Immunzellentwicklung, aus (6)

2.1.3 Phagozytoseaktivitat

Die Phagozytose gehort zu den wichtigsten Abwehrmechanismen des
menschlichen Organismus um korperfremde Stoffe ebenso wie kérpereigene
Zellbestandteile oder Tumorzellen zu beseitigen. Durch aktive Prozesse wird ein
rezeptorgebundenes Pathogen von der Phagozytenmembran umschlossen und
als Phagosom in die Zelle eingeschleust. Durch Anderung des pH-Werts und
antimikrobielle Stoffe aus den Granula bzw. Lysosomen der Phagozyten kdnnen
die aufgenommenen Pathogene unschadlich gemacht und abgebaut werden. Im
Zuge der Phagozytose haben Fresszellen aullerdem die Madglichkeit, die
phagozytierten Erreger durch reaktive Sauerstoffmetaboliten abzutdten (8). Die
genauen Vorgange wahrend der Phagozytose werden anschlieRend erlautert
(siehe Abbildung 2).



Abbildung 2: Ablauf der Phagozytose, nach (12)

Chemotaxis und Pathogenerkennung
Als Reaktion auf Traumata werden sowohl von beschadigten Endothelzellen als
auch von aktiven Phagozyten selbst chemotaktische Mediatoren wie IL-1, IL-8,
TNFa und Plattchenaktivierender Faktor (PAF) produziert und ausgeschuttet. Auch
Leukotrien B4 und der Komplementfaktor C5a zahlen zu den chemotaktisch

wirksamen Faktoren. Diese aktivieren weitere Phagozyten und locken sie
7



entgegen ihres Konzentrationsgefalles zum Entzindungsherd (17). Dort
angekommen erkennen die Phagozyten vorhandene Pathogene anhand deren
PAMPs mittels oberflachlich exprimierten PRRs. Diese Rezeptoren lassen sich
anhand ihrer Lokalisation und Funktion in verschiedene Klassen unterteilen (8,14).
Zu den membranstandigen Rezeptoren gehdren Scavenger-Rezeptoren und C-
Typ Lektin Rezeptoren (CTLR) als direkte Phagozytoserezeptoren und auflerdem
Toll-like Rezeptoren zur SignalUbertragung. Die Scavenger-Rezeptoren erkennen
unterschiedliche anionische Polymere und vor allem LPS Gram-negativer
Bakterien mittels CD14-Molekulen. Dadurch schaffen sie die Voraussetzungen fur
die Phagozytose und aktivieren den Toll-like Rezeptor 4. Die kalziumabhangigen
CTLR, zu denen der Mannose-Rezeptor der Makrophagen gehort, sind als
Transmembranproteine in der Lage, verschiedene Kohlenhydratgruppen auf der
Zelloberflache von Keimen zu erkennen und lésen durch deren Bindung die
Aktivierung der Zelle und damit die Phagozytose des Pathogens aus (14). Die
wohl bedeutendste Gruppe der PRRs stellen die sogenannte Toll-like Rezeptoren
(TLR) dar. Nach dem Toll-Rezeptor der Fruchtfliege Drosophila Melanogaster
benannt, sind beim Menschen mittlerweile elf TLRs und deren Funktion bekannt.
Die Rezeptoren sind entweder auf der Zelloberflache oder auf der Oberflache von
Endosomen lokalisiert. Auf der Zelloberflache werden sie beispielsweise von
Peptidoglycan, Lipoproteinen und Flagellin aktiviert. Die TLRs auf den Endosomen
(TLR 3, 7, 8, 9) sind fur virale Ribonukleinsdure (RNA) und unmethylierte
bakterielle Desoxyribonukleinsdure (DNA) verantwortlich (18). Auf die
Pathogenbindung folgt Uber intrazellulare Signaltransduktionskaskaden die
Expression von Transkriptionsfaktoren (v.a. Nukledrer Faktor (NF)k B) und die
Aktivierung der Immunzellen. TLRs sind keine direkten Phagozytoserezeptoren
sondern nur fur die Signalubertragung zustandig (8). Neben den
membranstandigen Rezeptoren existieren folgende PRRs im Zellinneren: Retinoic
acid inducible gene-l (RIG)-like Helikaserezeptoren (RLR) sind auf die
intrazellulare Erkennung viraler Bestandteile spezialisiert und werden von
doppelstrangiger RNA aktiviert. In weiterer Folge induzieren sie die Bildung von
antiviralen Interferonen (IFN-a, IFN-B). Auch Nucleotide-binding and
oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren (NLR) befinden sich zur
intrazellularen Erkennung von Bakterien als I0sliche Proteine im Zytoplasma.
Durch die Expression von Transkriptionsfaktoren werden die Immunzellen aktiviert
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und zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen angeregt (14,18).
Zusatzlich zu den oben genannten PRRs sind auch eine Reihe humoraler Stoffe
fur die Pathogenerkennung verantwortlich. Diese opsonisieren Pathogene und
erleichtern somit die Rezeptorbindung an Phagozyten. Dazu gehort beispielsweise
das Mannose-bindende Lektin (MBL) im Blutplasma. Haben Bakterien an ihrer
Oberflache Zuckerreste in bestimmter raumlicher Anordnung, werden diese von
MBL erkannt, gebunden und damit opsonisiert. Gleichzeitig wird der sogenannte
Lektin-Weg der Komplementkaskade aktiviert (8). Auch die Komplementfaktoren,
wie C3b und Surfactant-Protein A, sind Bestandteile dieser humoralen
Pathogenerkennung. Antikérper nehmen eine Sonderstellung in dieser Kategorie
ein. Sie verbinden die angeborene mit der erworbenen Immunantwort. Den
Antikérpern der erworbenen Immunitat wird die sehr spezifische
Pathogenerkennung zugeordnet, deren Komplexe binden dann aber an Fc-

Rezeptoren auf Zellen des angeborenen Immunsystems (19).

Pathogenaufnahme/lngestion

Wurde ein Pathogen von einem Phagozyten erkannt, folgt die Aufnahme ins
Zellinnere. Komplexe Signallbertragungswege resultieren in einem Umbau des
aktinbasierten Zytoskeletts. Dadurch dehnt sich die Zellmembran aus. Sie bildet
Pseudopodien, welche den Fremdkorper am Rezeptor umschlielien und somit als
Vesikel (Phagosom) ins Zellinnere aufnehmen (14,17,19). Um die eigentliche
Phagozytoseleistung, also die Aufnahme von Mikroorganismen in die Zelle zu
bestimmen, wird der so genannte Phago-Test® (Orpegen Pharma) verwendet
(Siehe 6.4.1).

Pathogenabbau

Im Zellinneren verschmelzen Phagosom und Lysosomen/Granula miteinander und
werden nun als Phagolysosom bezeichnet. Diese Verbindung setzt die
verschiedenen Abbauprozesse der Phagozyten in Gang. Dabei handelt es sich um
sauerstoffabhangige und sauerstoffunabhangige Mechanismen.
Sauerstoffunabhangig basieren die Vorgange auf antimikrobiellen Stoffen, die in
den Lysosomen und Granula gespeichert sind (Siehe 2.1.2) und im Phagolysosom

mit dem eingeschlossenen Pathogen in Kontakt kommen. Die
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sauerstoffabhangigen Mechanismen zeichnen sich durch Bildung von ROS und
reaktiven Stickstoffmetaboliten (RNS) aus. Als oxidativer Burst wird die
Entstehung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten in einer
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH)-Oxidase und Cytochrom b 558
vermittelten Reaktion bezeichnet, da hier der Sauerstoffverbrauch der Phagozyten
erheblich gesteigert wird (8). Durch Aktivitdtszunahme im Pentosephosphatweg
wird reduziertes NADPH gebildet, welches Elektronen Uber einen Zwischenschritt
an Cytochrom b558 weitergibt. In folgender Reaktion wird molekularer Sauerstoff
(O2) direkt zu Superoxidanionen (O2-) oxidiert:

NADPH + 02 --> NADP+ + «O2- + H+ (20)

Mittels Superoxid-Dismutase (SOD) wird aus O2- Wasserstoffperoxid (H202)
gebildet. In der Haber-Weiss-Reaktion (21) reagiert dann H202 mit Eisenionen
(Fe2+) zu Hydroxyl-Anionen (OH-) und Hydroxyl-Radikalen («OH), welche als
hoch reaktive freie Radikale gelten. In Verbindung mit Chlorid-lonen (CI-) und dem
Einfluss von Myeloperoxidase entsteht Hypochlorit (OCI-) bzw. Hypochlorsaure
(HOCI) (8,14,16). Generell zeigen alle ROS toxische Aktivitdt gegenuber
Mikroorganismen, sie unterscheiden sich aber in Wirkungsstarke und
Angriffsmechanismus. O2- und H202 haben nur eine beschrankte antimikrobielle
Wirkung und dienen hauptsachlich als Grundlage zur Bildung von aggressiveren
ROS. Das Hydroxyl-Radikal hingegen ist auferst aktiv und flihrt zu DNA-
Veranderungen, Strangbrichen und Inaktivierung von Enzymen. HOCI ist zwar

kein freies Radikal, aber dennoch sehr reaktiv (siehe Abbildung 3) (22).
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Abbildung 3: Phagozytose und oxidativer Burst, aus (16), Details siehe Text

2.2 Komplementsystem

Das Komplementsystem ist neben der zellularen Komponente der wichtigste
Bestandteil des angeborenen Immunsystems zur Bekampfung von Fremdstoffen.
Bestehend aus einer Vielzahl verschiedener Plasmaproteine, welche sich durch
Proteolyse kaskadenartig gegenseitig spalten und somit aktivieren, dient das
Komplementsystem hauptsachlich der Opsonisierung von Pathogenen und
erleichtert somit deren Phagozytose. Daneben koénnen Pathogene von
Komplementfaktoren auch direkt lysiert werden. Fragmente von
Komplementfaktoren funktionieren als chemotaktische Faktoren und locken
Immunzellen an (14). Drei verschiedene Aktivierungswege haben als
gemeinsamen zentralen Schritt die Spaltung des Komplementfaktors C3 in C3a
und C3b durch die C3-Konvertase. C3b bindet entweder direkt an Fremdstoffe
(Opsonisierung) oder bildet zusammen mit der C3-Konvertase die C5-Konvertase.
Diese spaltet den Faktor C5 wiederum in C5a und C5b. C5b bindet schliellich an

eine Zielzelle und stellt die Grundlage fiur die Bildung des
11



Membranangriffskomplexes (MAC) dar. Der MAC entsteht aus der Kombination
von C5b mit den Komplementfaktoren C6, C7, C8 und C9 (12). Die damit
verbundene Porenbildung in der Zellmembran fuhrt durch den hohen
intrazellularen kolloidosmotischen Druck zu einem Einstrom von Natrium und

Wasser und schliel3lich zur Lyse der Zielzelle (14).

3 BIORESORBIERBARE MATERIALIEN

3.1 Hintergrund-“state of the art”

Nach aktuellem Stand der Forschung kennt man folgende bioresorbierbare
Materialien: metallische Verbindungen auf Eisen- und Magnesiumbasis (23,24)
oder Polymere aus Biomaterialien. Die Polymer-Implantate werden in vivo in ihre
Monomere zerlegt und kdnnen dadurch abgebaut werden. Die Ketten werden in
Verbindung mit Wasser durch Hydrolyse gespalten, die Bruchstlicke von
Makrophagen phagozytiert und in den Zitronensaurezyklus eingeschleust (3).
Bisher wurden vor allem Polymere aus alpha-Hydroxysauren wie Poly-L-
Milchsaure (Poly-L-Lactic Acid, PLLA) und Polyglykolsaure (Poly-Glycolic-Acid,
PGA) oder deren Copolymere erfolgreich eingesetzt (3,25). Als Alternativen dazu
wurden auch Polyglyconate, PHB, Polyorthoester und Polypeptide auf
Tyrosinbasis verwendet (26). Publiziert wurde die Verwendung von
bioresorbierbaren Implantaten bei Kindern bisher von Hope et al. (27) zur
Stabilisierung von Ellenbogenfrakturen und von Eppley et al. (28) in der
Gesichtschirurgie. In der Kindertraumatologie und -orthopadie sind solche
Publikationen insgesamt jedoch selten. Die Vorteile der bioresorbierbaren
Implantate sind vor allem die fehlende zweite Operation zur Implantatentfernung
und die bessere Kompatibilitat zum Frakturheilungsprozess, verglichen mit
konventionellen nicht-resorbierbaren Implantaten (5). Daneben werden in der
Literatur auch Nachteile der verschiedenen Materialien beschrieben. Toxische
Reaktionen konnten durch strenge Produktionskontrollen minimiert werden.
Allergische Reaktionen (29) und Immunreaktionen (29,30) bleiben als
Hauptkomplikationen bestehen. Mit einem Auftreten in bis zu 90% der Falle
(26,31) sind dabei Immunreaktionen auf bioresorbierbare Materialien die haufigste

Komplikation. Diese manifestieren sich als Weichteilschwellung in der Umgebung
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des Implantats (3,5) oder als Knochenresorption mit folgender Implantatlockerung
(3,32). Als ungunstig erwies sich auch die fehlende Réntgendichte der Polymere,
wodurch sie bei Rontgenuntersuchungen nicht sichtbar sind. Aus diesem Grund

werden Fillsubstanzen wie beispielsweise Zirkoniumoxid beigemengt (4,33).

3.2 Polyhydroxybuttersaure (PHB)

Das mikrobielle Polyester PHB ist der einfachste Vertreter der
Polyhydroxyalkanoate und wurde 1926 von Maurice Lemoigne entdeckt (34).
Durch Fermentation wird PHB in Mikroorganismen produziert und als Granula
gespeichert. Aus diesen wird es dann fur die Weiterverarbeitung isoliert (35).
Heutzutage gilt PHB durch die Feinsteuerbarkeit seiner Eigenschaften flr den
Einsatz als Implantat Erfolg versprechender als die in der Vergangenheit
getesteten Biopolymere aus Polymilchsaure (36). Durch optimierte
biotechnologische Verfahren zur Herstellung des Rohstoffes konnte der
Endotoxingehalt wesentlich verringert werden (37). Dadurch reduzierten sich auch
die damit verbundenen Entzindungsreaktionen erheblich. Zusatzlich zur
Bioresorbierbarkeit ist PHB nicht-cytotoxisch, gut sterilisierbar und biokompatibel,
das heildt es erfullt die gewlnschte Funktion im Sinne einer medizinischen
Therapie ohne dabei unerwinschte lokale oder systemische Auswirkungen im
Organismus hervorzurufen, sondern unterstutzt ihn gleichwohl mit der
bestmoglichen Zell-/Gewebereaktion bei der Heilung (38). Somit erfullt es die

Voraussetzungen fur den medizinischen Gebrauch (39).
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4 LOKALE FREMDKORPERREAKTION

Die lokale Fremdkorperreaktion ist eine der unerwiinschten Auswirkungen auf den
Organismus. Die folgenden drei Mechanismen kdnnen als Ausléser fungieren:
Zum einen konnen korpereigene Proteine durch Kontakt mit dem eingebrachten
Kunststoff denaturieren und damit eine Immunreaktion auslésen. Zum anderen
haben freiliegende korperfremde Oberflachen, welche nicht mit Proteinen
uberlagert sind, einen direkten Einfluss auf das Immunsystem. Als drittes stellen
bestimmte Abbauprodukte von Biomaterialien antigene Strukturen dar und rufen
dadurch eine Immunantwort hervor (40). Nach Hoffmann et al. (1997) kdnnen
lokale Fremdkdrperreaktionen auf biodegradierbare Implantate in ossare
Reaktionen, extraartikulare Weichteilreaktionen und intraartikulare, synoviale
Weichteilreaktionen mit jeweils vier Schweregraden eingeteilt werden (41). Die
ossaren Reaktionen manifestieren sich als Osteolysen rund um das Implantat.
Dessen Abbauprodukte flihren zur Resorption von umliegendem Knochengewebe.
Von milden, nur radiologisch sichtbaren Lasionen reichen die verschiedenen
Schweregrade bis hin zu drastischen Veranderungen, welche die Frakturheilung
storen (41). Extraartikulare Weichteilreaktionen entstehen durch Interaktionen der
Abbauprodukte mit dem umgebenden Weichteilgewebe, in welchem sich darauf
Gewebevermehrung und -verhartung oder lokale Entzindungsreaktionen
entwickeln kénnen. Subkutane Serombildung und bakterielle Superinfektion durch
die eroffnete Seromhdhle stellen diesbezuglich die schwerwiegendsten
Komplikationen dar (41). Hat das Implantat Kontakt zum Gelenkspalt und zur
Synovialflissigkeit, kdnnen die Abbauprodukte auch zu intraartikularen, synovialen
Weichteilreaktionen flihren. Die Schweregrade reichen dabei von milden bis
ausgepragten, sterilen oder keimbesiedelten Gelenkergiissen (41). Eine Ubersicht

ist in Abbildung 4 dargestelit.
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Abbildung 4: Lokale Fremdkérperreaktion, aus (42)

5 ZIEL DER STUDIE

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von bioresorbierbaren PHB-
Implantaten auf das angeborene Immunsystem zu beurteilen. Es wurde erwartet,
dass sich neue Implantatmaterialien durch eine bessere Vertraglichkeit
auszeichnen und somit zu einer geringeren Entzindungsreaktion fuhren.
Dementsprechend wurde auch eine geringere Osteolyse an der Beruhrungsstelle
zwischen Knochen und Implantat und damit ein besseres Outcome bei

biomechanischen Untersuchungen vermutet. Daneben sollte diese Studie auch zu
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einem besseren Verstandnis uUber Entzundungsreaktionen bezuglich
bioresorbierbarer Implantatmaterialien beitragen. Hierfur wurde ein sehr
spezifischer Test im Rattenmodell etabliert und auch die Reaktionen auf den

operativen Eingriff untersucht.

6 MATERIAL UND METHODEN

6.1 Studiendesign

Um die Phagozytoseaktivitat nach Implantation bioresorbierbarer Materialien zu
untersuchen, wurde ein Rattenmodell gewahlt. Dazu wurden in einer prospektiven
Studie 18 mannliche Sprague-Dawley Ratten im Alter von 5 Wochen per Zufall in 3
Gruppen zu je 6 Ratten unterteilt. Nach einwdchiger Akklimatisationsphase im
Tierstall des Instituts fur Biomedizinische Forschung (IBF) der Medizinischen
Universitat Graz (MUG), Roseggerweg 48, 8036 Graz, wurden die Tiere der
Versuchsgruppe B beidseitig mit einem transkortikalen Bohrloch durch die Mitte
jedes Femurschafts und einem bioresorbierbaren Implantat aus PHB + 3%
Zirkonium versorgt. In der Kontrollgruppe C erhielten die Tiere beidseitig ein
transkortikales Bohrloch an gleicher Stelle wie die Tiere der Gruppe B, es wurden
jedoch keine Pins implantiert. Die Ratten in der Sham-Gruppe S mussten sich
keiner Behandlung unterziehen. Die ermittelten Ergebnisse dieser Gruppe dienten
als Referenzwerte. Um die Phagozytoseaktivitat zu analysieren erfolgten
Blutabnahmen kurz vor der Operation und dann woéchentlich in den ersten drei
postoperativen Wochen. Die Blutproben wurden daraufhin im immunologischen
Labor der Klinischen Abteilung fir Rheumatologie und Immunologie der MUG,
Auenbruggerplatz 10, 8036 Graz aufbereitet und mittels Durchflusszytometrie

untersucht.

6.2 PHB-Implantate

Im Rahmen der Studie wurden bioresorbierbare Implantate aus
Polyhydroxybutyrat in Kombination mit 3% Zirkonium gewahlit. Die 8 mm langen,
im Durchmesser 1,6 mm messenden, zylindrischen Pins wurden im Zuge des
Laura-Bassi Projektes von der Technischen Universitat (TU) Graz fur diese
Versuchsreihe produziert (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: PHB-Pin

6.3 Tierversuche

Alle Tierversuche fanden in den R&aumlichkeiten des IBF der MUG statt und
wurden vom Osterreichischen Bundesministerium fur Wissenschaft und Forschung
gemass BGBI. | Nr. 162/2005 genehmigt (Genehmigungsnummer:
BMWF-66.010/0113-11/10b/2009). Als Versuchstiere dienten 18 mannliche
Sprague-Dawley Laborratten im Alter von 5 Wochen mit einem Gewicht von
120-150 g, welche vom Institut flr Labortierkunde und Laborgenetik (Himberg,
Osterreich) bezogen wurden. Wahrend der Versuche waren die Tiere im IBF der
MUG untergebracht. Jeweils vier Ratten teilten sich einen Kafig im Tierstall des
IBF und wurden dort uneingeschrankt mit speziellen Futterpellets (ssniff®, ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) und Trinkwasser versorgt. Die
Lichtverhaltnisse wurden dem optimalen 12-stiindigen Tag-Nacht Rhythmus der
Ratten angepasst. Nach einwdchiger Akklimatisationsphase wurden die Ratten flr
das weitere Procedere randomisiert in drei Gruppen zu je sechs Tieren aufgeteilt
(siehe Tabelle 1).
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Gruppe B C S
n 6 6
SR e Bohrloch durch Bohrloch durch nein
P Femurschaft Femurschaft
Polyhydroxybutyrat . :
Implantat + 3% Zirkonium nein nein

Tabelle 1: Gruppeneinteilung der Versuchstiere

6.3.1 Anasthesie

Zur Narkoseeinleitung wurden die Ratten im Kleintier-OP des IBF in einer
Einleitungsbox mit 3% Forane® (Abbott Laboratories Ltd., Kent, England) bei
einem Sauerstoff-Flow von etwa 3I/min betaubt (siehe Abbildung 6). Zur
Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte die subkutane Injektion einer 0,1ml/100g

Kdrpergewicht FDD-Narkoseldsung (siehe Tabelle 2).

Medikament Wirkstoff Hersteller
e 50 kg Fentany Noves, Deutearand
1 ml Dormicum ® 1 mg Dormicum \F/{v?gg,eé\sﬁt:rigigmb'*’
0,5 ml Domitor ® 0,5 mg Meditomedin Pfizer Corp. Austria

GmbH, Wien, Osterreich

Tabelle 2: Zusammensetzung FDD-Narkosel6sung
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Abbildung 6: Narkoseeinleitung

6.3.2 Operative Implantation

In Narkose wurde das Fell im Operationsgebiet Uber dem rechten Femurschaft der
Ratte mit Hilfe eines Rasierers entfernt. AnschlieRend wurde der Bereich mit
Betaisodona®-Lésung (Mundipharma GesmbH, Wien, Osterreich) steril
gewaschen und abgedeckt. Mit dem Skalpell erfolgte der Hautschnitt Uber dem
Femur. Der Femurschaft wurde durch schichtweises, stumpfes Praparieren mit der
Schere dargestellt und mittels Bohrmaschine mit einem 1,5 mm grol3en,
transkortikalen Bohrloch durch die Mitte des Femurs versorgt. Je nach
Gruppeneinteilung wurde in das Bohrloch entweder ein Implantat aus PHB + 3%
Zirkonium eingesetzt oder es wurde darauf verzichtet. Der schichtweise
Wunderverschluss erfolgte durch Einzelknopfnéhte mit Vicryl-rapid® 5-0. Nach der
Wundreinigung wurde der Vorgang am zweiten Bein wiederholt (siehe Abbildung
7).
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Abbildung 7: Operationsablauf
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6.3.3 Postoperatives Management

Unmittelbar nach der Operation wurde die Narkose durch intraperitoneale Injektion
einer 0,1ml/100g Korpergewicht Antidot-Losung antagonisiert (siehe Tabelle 3).
Um eine Ausklhlung zu verhindern, wurden die Tiere bis zum Aufwachen auf einer
Warmematte gelagert. Zur postoperativen Schmerztherapie erhielt jede Ratte
unmittelbar nach dem Eingriff eine subkutane Injektion von 0,4 ml verdinntem
Rimadyl® (siehe Tabelle 4). Die Injektion wurde einmal taglich fur eine Woche
fortgesetzt, um die Analgesie sicherzustellen. Fir mindestens sieben weitere Tage
wurde das Trinkwasser der Ratten mit Dipidolor® und Glucose versetzt (siehe
Tabelle 5).

Medikament Wirkstoff Hersteller
5 ml Anexate® 0,5 mg Flumazenil \Tv?gg’eg;?rrrigig]mbﬂ
0,5 ml Antisedan® 2,5 mg Atipamezol CPifrlrfglr-ICSVrg n/:\lg;iearreich
1,5 ml NaCl NaCl 0,9% Fresenius Kabi Austria

GmbH, Graz, Osterreich

Tabelle 3: Zusammensetzung Antidot-Lésung

Medikament Wirkstoff Hersteller

Pfizer Corp. Austria

1 ml Rimadyl® 50 mg Caprofen GmbH, Wien, Osterreich

50 ml NaCl

Tabelle 4: postoperative Schmerzmedikation s.c
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Medikament Wirkstoff Hersteller
4 ml Dipidolor® - . Janssen-Cilag GmbH,
(2 Ampullen) 15 mg Piritramid Neuss, Deutschland

20 ml Glucose

Glucose 5%

Fresenius Kabli_ Austria
GmbH, Graz, Osterreich

250 ml Wasser

Tabelle 5: postoperative Schmerzmedikation Trinkwasser

6.3.4 Blutabnahmen

Die ersten Blutabnahmen erfolgten bei allen Tieren unmittelbar vor der Operation.

Danach fanden in den ersten drei postoperativen Wochen wdchentliche

Blutabnahmen statt. Vor der Blutabnahme wurden die Ratten in einer Narkosebox

mit 3% Forane® (Abbott Laboratories Ltd.) bei einem Sauerstoff-Flow von etwa 31/

min betaubt. Unter laufender Maskennarkose wurde die Zungenvene der Ratte mit

einer Kanule punktiert und 1,2 ml Blut in Lithium-Heparinbeschichtete Réhrchen

abgenommen. Um die Blutgerinnung zu verhindern, wurden die Blutproben
zusatzlich mit 50 yl Heparin (50001.E./ml) versetzt (siehe Abbildung 8).

Abbildung 8: Blutabnahme
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Material Hersteller

Sarstedt AG&Co, Wiener Neustadt,

S-Monovette ® Lithium-Heparin, 1,2 ml Asterreich

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,

Sterican ® Kandulen, 20G Deutschland

Becton, Dickinson&Co., Schwechat,

BD-Microfin + ® Insulinspritze, 0,5ml Osterreich

Heparin Immuno ®

5000 |.E./ml, Durchstichflasche, 5mi | Baxter VertriebsGmbH, Wien

Einmalpinzetten

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien Blutabnahmen

6.4 Laboruntersuchungen

Die Untersuchungen und Auswertungen der Blutproben erfolgten im
immunologischen Labor der Klinischen Abteilung fur Rheumatologie und
Immunologie der MUG. Die bendétigten Reagenzien wurden, wie in der
Gebrauchsanweisung beschrieben, als komplette Testkits von der Firma Orpegen
Pharma GmbH (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Alle zusatzlichen Materialien
wie Pipetten, Probenrdhrchen, Zentrifugen und Inkubatoren wurden vom

immunologischen Labor der MUG zur Verfligung gestellt.

6.4.1 Phagotest ®

Mit dem Phagotest® (Orpegen Pharma) ist es moglich, die Phagozytoseaktivitat
von Monozyten und Granulozyten aus heparinisiertem Vollblut zu quantifizieren.
Im Folgenden wird der Versuchsablauf nach Anleitung beschrieben: 100 pl
heparinisiertes Vollblut werden bei 0 °C mit 20 pl Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markierten, opsonisierten E.coli Bakterien vermischt und bei 37 °C inkubiert, um
die Phagozytose zu ermoglichen. Eine Negativkontrolle wird bei 0 °C auf Eis
gelagert. Anschlielend werden 100 pl der eisgekuhlten Quenching-Losung

zugegeben, um die Phagozytose zu beenden und eine Fluoreszenzausloschung
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auszulésen. In zwei Waschgangen wird die Probe mit je 3 ml Waschlésung
versetzt, anschlieRend zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Durch
Zugabe von 2 ml Lyse-Lésung werden die Erythrozyten entfernt. Bei
Raumtemperatur erfolgt eine zwanzigminutige Inkubation, danach werden die
Proben erneut zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Ein neuerlicher
Waschgang mit 3 ml Waschlosung wird angeschlossen und durch Zentrifugieren
beendet. Um die DNA zu farben und Artefakte auszuschlie®en, werden 200 ul
Farbe-Losung zugegeben und die Probe zehn Minuten auf Eis inkubiert. Mittels
Durchflusszytometrie werden die Proben untersucht. Die Auswertung der
Ergebnisse erfolgt durch Dot-Plots um Grof3e und Granularitat darzustellen (Zellen
die generell phagozytieren) und Histogramme zur Bestimmung der

Fluoreszenzintensitat (Phagozytoseaktivitat der einzelnen Zellen) (43).

6.4.2 Gerate und Software

Um die fluoreszenzmarkierten Phagozyten auf ihre GrélRe, Granularitat und
Aktivitat zu untersuchen, erfolgte die durchflusszytometrische Analyse mittels
eines FACSCanto Il ® Durchflusszytometers (BD Biosciences, New Jersey, USA).
Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Software FACSDiva 6.1.3 ® (BD
Biosciences) verwendet. Dabei wurden die Untersuchungsergebnisse als

Histogramm bzw. Dot-Plot dargestellt.

6.5 Graphisch quantitative Auswertung

Mit der Software FACSDiva 6.1.3 ® (BD Biosciences) wurden die
Versuchsergebnisse graphisch dargestellt (Siehe Abbildung 9). Durch die
charakteristische Lichtstreuung im Durchflusszytometer kénnen die Zellen anhand
ihrer Grolle (FSC, forward-scatter, Vorwarts-Streulicht) und ihrer Granularitat

(SSC, side-scatter, Seitwarts-Streulicht) differenziert werden.
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6.6 Statistische Auswertung

Mit dem Programm Microsoft Excel® (Microsoft Office 2010, Microsoft
Corporation, Redmond, USA) wurden Rohdaten und Testergebnisse erfasst und
daraus anschlieBend Balken- und Kurvendiagramme erstellt. Die statistische
Auswertung und Darstellung als Scatter-Plots erfolgte mit Hilfe des Programms
GraphPad Prism 5.0 ® fur Mac OS X (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA,
www.graphpad.com). Um Unterschiede zwischen zwei Gruppen zu evaluieren
wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney U-Test verwendet. Zur
Untersuchung von Unterschieden in der Signifikanz von drei oder mehreren
Gruppen wurde eine Varianzanalyse (One-Way ANOVA, Kruskal-Wallis Test)

durchgefuhrt. Testergebnisse wurden als signifikant bewertet, wenn p < 0,05 war.
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7 ERGEBNISSE

Die Operationen verliefen bei allen Tieren komplikationslos. Es kam zu keinen
Ausfallen oder Todesfallen. Alle Tiere konnten Uber den geplanten Zeitraum

nachuntersucht werden.

7.1 Graphische Auswertung

Jede Blutprobe wurde wie unter 6.5 beschrieben graphisch ausgewertet. Innerhalb
der Leukozyten (rot) lieRen sich die Lymphozyten (blau) sehr gut von den Ubrigen
Zellen unterscheiden. Sie sind die kleinsten Zellen und beinhalten nur wenige
Granula. Bei Monozyten und Granulozyten hingegen fiel die Unterscheidung sehr
schwer, da diese ahnlich gro® sind und sich nur durch ihre Granularitat
unterscheiden. Diese beiden Zelltypen wurden deshalb zusammengefasst und als
einheitliche Population betrachtet (pink). Die phagozytose-positiven Granulozyten
und Monozyten wurden orange dargestellt. Mit Hilfe von verschiedenen Gates
lieBen sich die einzelnen Zellpopulationen genauer auf ihre Fluoreszenz
untersuchen (B). In Histogrammen wurde die Fluoreszenzintensitat der Anzahl der
phagozytierenden Zellen gegenubergestellt. Um zu Beginn Bakterienaggregate
aus der Analyse auszuschliel3en, wurde mittels rotfluoreszierendem DNA-Farbstoff
der DNA-Gehalt der Zellen detektiert. Die Leukozyten konnten nun im grauen
Histogramm abgegrenzt werden (A). AnschlieBRend wurde die
Fluoreszenzintensitat der phagozytierenden Zellen mittels grunfluoreszierendem
FITC-Farbstoff untersucht. Da Lymphozyten Ublicherweise nicht durch die FITC-
markierten E.coli Bakterien stimuliert werden, konnten diese ebenfalls aus der
Analyse ausgeschlossen werden (C). Der Gipfel ganz links im blauen Histogramm
zeigt die phagozytose-negativen Lymphozyten zur Kontrolle (D). Im pinken
Histogramm werden die Granulozyten und Monozyten dargestellt. Die Fluoreszenz
der phagozytose-positiven Zellen zeigt sich als charakteristischer Gipfel auf der
rechten Seite des Histogramms (E) (Siehe Abbildungen 11-13).
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7.2 Statistische Auswertung

Ausgangswerte:

Die Auswertung der Phagozytoseaktivitat vor der Operation zeigte in allen drei
Gruppen homogene Ausgangswerte. In Gruppe S betrugen sie im Mittel 61,1%
(Spannweite: 37% - 73%, Standardabweichung: 12,6), in Gruppe C 51,15%
(Spannweite: 47,8% - 54,3%, Standardabweichung: 2,7) und in Gruppe B 63%
(Spannweite: 47% - 92,1%, Standardabweichung: 17,9) (siehe Tabelle 7,
Abbildung 14). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (S vs. B: p=0,07, S vs. C: p=0,06, B vs. C: p=0,13). Auch die One-way
ANOVA ergab keine signifikanten Unterschiede (p=0,099).

SO co BO
Minimum 37 47.8 47
25% Percentile 53,95 48,1 50,9
Median 64,55 51,55 59,7
75% Percentile 69,02 53,7 76,64
Maximum 73 54,3 92,07
Mittelwert 61,07 51,15 62,95
Standardabweichung 12,63 2,738 17,19
Standardfehler 5,156 1,118 7,689

Tabelle 7: Deskriptive Statistik préoperativ

80,0

72,5

65,0

57,5

| |
SO Cco BO
Testgruppen préaoperativ

50,0

durschnittliche Phagozytoseaktivitéat in %

Abbildung 14: Mittelwerte zu Beginn der Studie
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Ausgehend von diesen homogenen praoperativen Werten haben wir an
verschiedenen postoperativen Zeitpunkten die Werte der einzelnen Gruppen
miteinander verglichen und dabei folgende Ergebnisse erzielt (siehe Abbildung
18):

1 Woche postoperativ:

Eine Woche postoperativ zeigten sich entsprechend der One-way ANOVA
signifikante Unterschiede zwischen den Studiengruppen (p=0,0062). Gegenuber
der Gruppe S zeigte sich ein Abfall der Phagozytoseaktivitat in den Gruppen C
und B. Die niedrigsten Werte wurden in der Gruppe mit dem implantierten
bioresorbierbaren Pin gefunden. In Gruppe S betrugen sie im Mittel 68,6%
(Spannweite: 63,1% - 71,3%, Standardabweichung: 10,77), in Gruppe C 56%
(Spannweite: 40,2% - 54,3%, Standardabweichung: 2,7) und in Gruppe B 41,13%
(Spannweite: 26,8% - 62,8%, Standardabweichung: 18,56) (siehe Tabelle 8,
Abbildung 15). Es zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen B
und C im Vergleich zur Gruppe S (S vs. B: p = 0,002, S vs. C: p = 0,026).
Zwischen Gruppe B und Gruppe C zeigten sich eine Woche postoperativ keine

statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,13).

S1 C1 B 1
Minimum 63,1 40,2 15
25 % Percentile 65,13 46,2 26,78
Median 68,35 57,3 39,3
75 % Percentile 72,68 64,03 60,48
Maximum 73,2 71,3 62,8
Mittelwert 68,55 55,98 41,13
Standardabweichung 3,863 10,77 18,56
Standardfehler 1,577 4,396 7,577

Tabelle 8: Deskriptive Statistik 1 Woche postoperativ
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70,0

52,5

35,0

17,5

S1 C1 B1
Testgruppen 1 Woche postoperativ

durschnittliche Phagozytoseaktivitat in %

Abbildung 15: Mittelwerte 1 Woche postoperativ

2 Wochen postoperativ:

Auch zwei Wochen nach dem Eingriff zeigten sich entsprechend der One-way
ANOVA signifikante Unterschiede zwischen den Studiengruppen (p = 0,0383),
wobei es zu einem Anstieg der Phagozytoseaktivitat in den Gruppen C und B
gegenuber der Gruppe S kam. Die hochsten Werte wurden in Gruppe C
beobachtet, in der Gruppe mit den bioresorbierbaren Implantaten war der
Unterschied zur Sham-Gruppe weniger stark ausgepragt. In der Gruppe S betrug
die Phagozytoseaktivitat im Mittel 60,8% (Spannweite: 36,6% - 75,4%,
Standardabweichung: 15,1), in Gruppe C 79,1% (Spannweite: 75,7% - 81,5%,
Standardabweichung: 2,2) und in Gruppe B 69,3% (Spannweite: 41,3% - 83,1%,
Standardabweichung: 16,7) (siehe Tabelle 9, Abbildung 16) Es zeigten sich
signifikante Unterschiede im Vergleich von Gruppe S und Gruppe C (S vs. C:
p=0,004). Zwischen Gruppe S und B, sowie zwischen Gruppe B und Gruppe C
zeigten sich zwei Wochen postoperativ keine statistisch signifikanten Unterschiede
(S vs. B: p=0,31, B vs. C: p=0,46).
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S 2 C2 B2
Minimum 36,6 75,7 41,3
25 % Percentile 46,75 76,9 54,9
Median 66 79,7 72,9
75 % Percentile 72,25 80,75 81,8
Maximum 75,4 81,5 83,1
Mittelwert 60,8 79,07 69,26
Standardabweichung 15,08 2,189 16,68
Standardfehler 6,745 0,8936 7,461

Tabelle 9: Deskriptive Statistik 2 Wochen postoperativ

80

60

40

20

S2 Cc2 B2
Testgruppen 2 Wochen postoperativ

durschnittliche Phagozytoseaktivitat in %

Abbildung 16: Mittelwerte 2 Wochen postoperativ

3 Wochen postoperativ:

Drei Wochen nach Intervention fanden sich in allen drei Gruppen wieder
homogene Werte (One-way ANOVA: p=0,2). In der Gruppe S betrugen sie im
Mittel 57,5% (Spannweite: 53% - 62,2%, Standardabweichung: 3,9), in Gruppe C
60,8% (Spannweite: 53% - 66%, Standardabweichung: 5,4) und in Gruppe B
62,7% (Spannweite: 59,6% - 69,4%, Standardabweichung: 4,3) (siehe Tabelle 10,
Abbildung 17). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen (S vs. B: p=0,13, S vs. C: p=0,26, B vs. C: p=0,42).
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S3 C3 B3
Minimum 53 53 59,6
25% Percentile 53,68 55,48 59,75
Median 56,2 61,65 60,2
75% Percentile 61,15 65,93 67,45
Maximum 62,2 66 69,4
Mittelwert 57,05 60,75 62,67
Standardabweichung 3,851 5,366 4,299
Standardfehler 1,572 2,191 1,755

Tabelle 10: Deskriptive Statistik 3 Wochen postoperativ bei Studienabschluss

80

60

40

20

durchschnittleiche Phagozytoseaktivitat in %

Abbildung 17: Durchschnittswerte 3 Wochen postoperativ

S3

C3
Testgruppen 3 Wochen postoperativ

B3
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Abbildung 18: Vergleich der einzelnen Gruppen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, die Balken stehen fiir statistisch signifikante Unterschiede
entsprechend der One-way ANOVA 1 und 2 Wochen postoperativ

AnschlielRend haben wir die Werte an den festgelegten Zeitpunkten innerhalb der

einzelnen Gruppen miteinander verglichen (Abbildung 22).

Gruppe S:

In der Gruppe S zeigten sich Uber den gesamten Studienverlauf sehr ahnliche
Werte (Abbildung 19). Die One-way ANOVA ergab keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p=0,06).
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Abbildung 19: Mittelwerte der Phagozytoseaktivitét: Gruppe S im Verlauf

Gruppe C:

In Gruppe C zeigte sich Uber den Verlauf eine Zunahme der Phagozytoseaktivitat
mit eine Maximum 2 Wochen postoperativ (79,1%) (Abbildung 20). Gegenuber
dem Ausgangswert (51,2%) und den Werten 1 Woche postoperativ (56%) waren
diese Werte signifikant héher (p=0,002).
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Abbildung 20: Mittelwerte der Phagozytoseaktivitat: Gruppe C im Verlauf
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Gruppe B:

Eine Woche postoperativ kam es in Gruppe B zu einem Abfall der

Phagozytoseaktivitat von 63% auf 41,1%, dieser war jedoch statistisch nicht

signifikant (p = 0,14). Im Laufe der zweiten postoperativen Woche kam es zu

einem statistisch signifikanten Anstieg auf 69,3% (p = 0,03). Nach 3 Wochen

fanden sich wiederum ahnlich Werte im Vergleich zu den Ausgangswerten (p =

0,54) (Siehe Abbildung 21).

70,0

52,5

35,0

17,5

BO

durchschnittliche Phagozytoseaktivitat in %

Abbildung 21: Mittelwerte der Phagozytoseaktivitat: Gruppe B im Verlauf
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Abbildung 22: Vergleich der Phagozytoseaktivitit innerhalb der einzelnen

Studiengruppen (ber die Zeit
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8 DISKUSSION

Wir haben in dieser Studie an 18 wachsenden Ratten gezeigt, dass das
verwendete Implantatmaterial (PHB) keinen zusatzlichen Einfluss auf die
Phagozytoseaktivitat und das Immunsystem des sich entwickelnden Organismus
hat. Im Vergleich zu den weitgehend gleichbleibenden Werten der Tiere ohne
Intervention (Gruppe S) und den praoperativen Ausgangswerten, war in beiden

anderen Gruppen ein deutlicher Anstieg der Phagozytoseaktivitat erkennbar.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch von anderen Gruppen publiziert. Shishatskaya
et al. (2004) zeigten im Rattenmodell, dass die Verwendung von Nahtmaterial aus
reinem PHB keine unerwunschten Auswirkungen auf den Organismus hat (44).
Xiang-Hua Qu et al. (2006) berichteten Uber lediglich milde Gewebereaktionen
nach subkutaner Implantation von PHB - Partikeln in Hasen (45). Auch bei
Gogolewski et al. (1993) fuhrte die Implantation von PHB - Pins zu keinerlei

unerwlnschten Immunreaktionen im umgebenden Gewebe (26).

Dass gerade die uUblichen nichtresorbierbaren Knochenimplantate aus Titan,
Nickel, Kobalt, Chrom und ihren Legierungen ein hohes immunreaktives Potential
haben, wurde mittlerweile in mehreren vergleichbaren Studien nachgewiesen. Die
Komplikationen entstehen hauptsachlich durch Korrosion. Partikel oder I6sliche
lonen werden durch Reibung und Gewebekontakt aus dem Implantat freigesetzt.
Von diesen Abfallprodukten aktivierte Monozyten schitten vermehrt
proinflammatorische Zytokine aus (IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8) und flhren zu einer
Aktivitatsabnahme von Osteoblasten. Die Aktivitat der Osteoklasten wird dadurch
allerdings erhoht. Diese Mechanismen fuhren von Metallallergien und
Hypersensitivitdtsreaktionen bis hin zu Osteolysen und Prothesenlockerungen

(46-48). PHB stellt also diesbeztiglich eine gute Alternative dar.

Diese Studie zeigte einen nennenswerten Anstieg der Phagozytoseaktivitat in der
Kontrollgruppe C und der Gruppe mit dem Implantat (Gruppe B) verglichen mit
den praoperativen Ausgangswerten und den homogenen Werten in der Gruppe
ohne jegliche Intervention (Gruppe S). Zwischen den Gruppen C und B war kein
signifikanter Unterschied erkennbar. Dadurch konnten wir zeigen, dass das

verwendete Implantat keinen zusatzlichen Einfluss auf das Immunsystem hat. Fur
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den Anstieg der Phagozytoseaktivitat waren also Operation und folgende
Knochenheilung verantwortlich. Wie von Menger et al. (2004) beschrieben,
werden in der Akutphase von Monozyten und Makrophagen am Eingriffsort
proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1B sezerniert. Diese beiden
Faktoren regen wiederum die Produktion weiterer Zytokine, wie beispielsweise
IL-6, an. IL-6 ist ein besonders wichtiger Faktor fur die Proliferation von
neutrophilen Granulozyten im Knochenmark und steigert deren Aktivitat. Diese
frihe Immunreaktion ist aullerdem durch unkontrollierten oxidativen Burst von
Phagozyten gekennzeichnet. Aber auch fur die darauf folgenden anti-
inflammatorischen Kompensationsmechanismen zeigt sich IL-6 verantwortlich.
Antientzindlich wirkende Mediatoren, wie Prostaglandin (PG) E2, IL-10 und
Transforming Growth Factor (TGF) B, werden vermehrt ausgeschuttet und fuhren
gegengleich zu einer Immunsuppression (49). Lauft die Reaktion auf ein Trauma
optimal, halten sich die Entziindung in der Akutphase und die darauf folgende
kompensatorische anti-inflammatorische Gegenregulation die Waage. Laut
Mountziaris et al. (2008) hat die Knochenheilung einen ahnlichen Effekt auf die
Bestandteile des Immunsystems. Auch hier laufen in der ersten Woche
inflammatorische Vorgange, basierend auf proinflammatorischen Zytokinen (z.B.
IL-1, IL-6) und TNFa, ab. Diese fuhren ebenfalls zu einem Anstieg der

Phagozytenzahl und deren Aktivitat (50).

Bei der Auswertung hat sich vor allem die Unterscheidung zwischen Monozyten
und Granulozyten als problematisch erwiesen. Aufgrund ihrer ahnlichen GroRe
und Granularitat und Mangels passenden Antikdrpern zur Differenzierung mussten
beide Zellpopulationen zusammengefasst ausgewertet werden. Die
Phagozytoseleistung konnte folglich keiner einzelnen Zellart zugeordnet werden
sondern war nur als Gesamtwert erkennbar. In Folgeexperimenten kdnnte die
Aktivitat der Phagozyten mit geeigneten Hilfsmitteln getrennt voneinander
untersucht werden. Es ist allerdings fraglich, ob diese Untersuchung fur einen

weiteren Fortschritt GUberhaupt notig ist.
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9 SCHLUSSFOLGERUNG

Um Kindern nach einer operativen Frakturversorgung einen belastenden
Zweiteingriff zur Metallentfernung zu ersparen ware es von Vorteil,
nichtresorbierbare Implantate durch resorbierbare Osteosynthesematerialien zu
ersetzen. Diese sollten neben Narkose und Operation das Immunsystem nicht
zusatzlich belasten. In dieser Studie konnten wir zeigen, dass PHB diesen
Anforderungen entspricht und daher insbesondere aus immunologischer Sicht ein

vielversprechendes Implantatmaterial darstellt.
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